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A erva-mate é nativa de região de clima temperado.
Sua área de ocorrência natural está restrita a três
países da América do Sul: Brasil, Paraguai e Argentina,
cuja superfície de abrangência geográfica estende-se
desde as latitudes de 21º até 30ºS e longitudes de
48º30’ até 56º10’W, com altitudes variáveis entre
500 e 1.700 metros (OLIVEIRA e ROTTA, 1985).
Pode ser utilizada para a produção de bebidas
(chimarrão, tereré, refrigerantes e chás), apresentando
grande potencial para diversas aplicações industriais
como corantes, conservantes de alimentos, produtos
de higiene e cosméticos (MACCARI JUNIOR e
MAZUCHOWSKI, 2000).
Sua propagação é realizada principalmente por
sementes. Entretanto, a produção de mudas de erva-
mate via sementes apresenta uma série de limitações
e dificuldades, como: a baixa qualidade genética e
fisiológica das sementes (STURION, 1988); a
dormência das sementes; o longo tempo necessário
para a estratificação; a germinação lenta, desuniforme
(PRAT KRIKUN, 1993; MENNA, 1995) e em baixo
percentual (MENNA, 1995; STURION, 1988); o longo
período necessário para a produção das mudas
(GRIGOLETTI JÚNIOR et al., 1999; STURION, 1988;
HIGA, 1983); a necessidade de repicagem das mudas
e a dificuldade de obtenção de sementes com alto
padrão genético. Todos estes fatores contribuem para
elevar o custo de produção das mudas, além de limitar
a sequência dos programas de melhoramento genético
da espécie. As sementes da erva-mate apresentam
dormência devido ao embrião se encontrar
morfologicamente imaturo, requerendo determinado
período de estratificação em areia para que ocorra o
seu desenvolvimento e favoreça a germinação
(FOWLER e STURION, 2000), além de apresentarem
endocarpo lenhoso (MEDEIROS, 1998), ou seja,
dormência tegumentar (FOWLER e STURION, 2000).
Os plantios de erva-mate a partir de sementes
coletadas sem critérios técnicos apresentam
desenvolvimento heterogêneo, com reflexos negativos
na produtividade e na qualidade do produto final. Esses
problemas podem ser minimizados ou até solucionados
por meio da obtenção de mudas por propagação
vegetativa de indivíduos geneticamente superiores,
preservando-se suas características domésticas.
Neste sentido, visando obter indivíduos geneticamente
idênticos à planta-mãe, deve-se adotar um método de
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propagação vegetativa ou assexuada. Além disso,
segundo Graça et al. (1989), para espécies florestais,
a propagação vegetativa oferece vantagens com a
possibilidade de se obter ganhos genéticos maiores do
que na reprodução via semente.
Dentre os métodos potenciais de propagação
vegetativa com possibilidades de aplicação para a
cultura da erva-mate, podem-se citar a estaquia, a
enxertia, a micropropagação e a miniestaquia. Cada
técnica tem limitações e vantagens, devendo ser
criteriosamente escolhida aquela que se adapta para
cada objetivo proposto (multiplicação massal,
rejuvenescimento, formação de pomares de sementes
e bancos de conservação genética, entre outros) e em
função das condições técnico-financeiras disponíveis.
Inúmeras pesquisas têm sido desenvolvidas com a
estaquia de erva-mate (PRAT KRIKUN e ARANDA,
1980; IRITANI, 1981; IRITANI e SOARES, 1981;
HIGA, 1983; PRAT KRIKUN, 1993; PRAT KRIKUN et
al., 1983 e 1986; NIKLAS, 1988; SAND, 1989;
TAVARES et al., 1992; CORREA, 1995; STURION e
RESENDE, 1997). Graça et al. (1988) afirmaram que
os estudos têm sido inconclusivos quanto à sua
viabilidade em escala comercial, sendo que a
porcentagem média de enraizamento tem-se situado
em torno de 17%.  De forma geral, é consenso a
grande dificuldade de enraizamento das estacas, bem
como, a produção de mudas clonais de baixa qualidade
(sistema radicular deficiente) dessa espécie,
principalmente, quando se trabalha com plantas
matrizes adultas. Além disso, os protocolos de
enraizamento estabelecidos até o momento não
puderam ser aplicados em nível comercial, não sendo
possível, portanto, a sua adoção em programas clonais.
De acordo com Wendling e Souza Júnior (2003), uma
das possíveis causas da baixa porcentagem de
enraizamento de estacas de erva-mate oriundas de
árvores adultas é a baixa de juvenilidade do ramo.
Segundo Wendling (2004), para genótipos selecionados
de erva-mate que apresentam limitada capacidade de
propagação vegetativa por qualquer outro método, a
enxertia poderá vir a ser implementada para obtenção
de plantios comerciais. Entretanto, para tal objetivo
necessitam ser desenvolvidos estudos buscando
avaliar, além dos métodos de enxertia, os efeitos da
origem do material propagativo das plantas matrizes no
crescimento e no desenvolvimento das plantas
formadas, épocas de enxertia e manejo dos enxertos.
A miniestaquia é uma técnica que foi desenvolvida
para plantas do gênero Eucalyptus e consiste em
manter as mudas dos genótipos selecionados em
recipientes no viveiro (jardim miniclonal), onde, após a
poda de seus ápices, elas emitem brotações que serão
coletadas e estaqueadas em casa de vegetação,
originando as mudas para o plantio comercial.
Resultados promissores de emprego dessa técnica para
a erva-mate foram demonstrados por Wendling et al.
(2007).
A micropropagação é uma técnica de propagação de
plantas que possibilita a obtenção de grande número de
indivíduos a partir de poucas matrizes, em curto
espaço de tempo e em reduzida área de laboratório.
Pode também auxiliar em programas de melhoramento,
possibilitando a antecipação em décadas dos
resultados finais. Entretanto, o uso da
micropropagação, na produção comercial de mudas de
muitas espécies florestais, ainda não se justificou
técnica e economicamente.
Os protocolos de propagação vegetativa desenvolvidos
até o momento para a cultura da erva-mate se referem
principalmente a material juvenil não selecionado,
entretanto ainda não foram adaptados e testados em
escala comercial.
Uma das maiores dificuldades do estabelecimento de
segmentos nodais in vitro é a grande contaminação e
oxidação inicial dos explantes. Para minimizar a
contaminação, os explantes têm sido retirados de
plantas que se encontram em condições de viveiro
(BERNASCONI et al., 1998), e que foram submetidas a
tratamentos periódicos com fungicidas antes da coleta
dos explantes (PANICK, 1995; ZANIOLO e ZANETTE,
2001; HÖRNER et al., 2000 b).
Até o momento, a maioria dos trabalhos referentes ao
cultivo in vitro de erva-mate tem-se limitado ao cultivo
de embriões (HU et. al, 1978; FERREIRA et al., 1991;
FERREIRA e SILVEIRA, 1992) e de segmentos nodais
oriundos de mudas produzidas de materiais juvenis
(KRYVENKI, 1997; MROGINSKI et al., 1997,
SANSBERRO et al., 1999; SANSBERRO et al., 1997 a
e b; SANSBERRO et al., 2001; KRAEMER et al., 2002;
HORBACH, 2008).
Embora inúmeros trabalhos tenham sido realizados com
micropropagação de erva-mate no Brasil, alguns com
resultados promissores, ainda não há otimização do
processo visando a manutenção indefinida de explantes
in vitro (DOMBROSKI et al., 2005; SANTOS e
WENDLING, 2003; SANTOS et al., 2005; LIMA et al.,
2006; QUADROS et al., 2006; ROSA et al., 2006 a,
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Assim sendo, o objetivo do presente trabalho foi
estabelecer in vitro segmentos nodais de erva-mate,
em diferentes meios de cultura.
Procedimento para o estabelecimento in
vitro
Plantas matrizes com um ano e meio de idade,
propagadas por sementes e cultivadas em casa de
vegetação de vidro da Embrapa Clima Temperado
foram pulverizadas com Agrimicina® PM (1ml L-1) aos
26, 19, 12 e 5 dias antes da coleta das brotações.
Após a coleta, as brotações tiveram suas folhas
retiradas e foram preparados segmentos nodais com
0,5-1,0 cm de comprimento. Esses foram
desinfestados em álcool 70% por 2 minutos, em
hipoclorito de sódio a 1% sob agitação por 10 minutos
e posterior tríplice lavagem com água destilada e
autoclavada, em câmara de fluxo laminar.
Ao término da assepsia, os explantes foram inoculados
em frascos de vidro contendo 10 mL dos meios de
cultura, MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), ¼ MS,
WPM (LLOYD e McCOWN, 1981), e B5 (GAMBORG
et al., 1968). Os meios de cultura tiveram seu pH
ajustado para 5,9 depois da adição de ágar e foram
autoclavados à 1,5 atm e 121o C, durante 20 minutos.
Os frascos contendo os explantes foram
acondicionados em sala de crescimento a 24 ± 2ºC,
16 horas de fotoperíodo e intensidade luminosa de
2000 lux, durante 30 dias.
O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado com quatro tratamentos
(meios MS, ¼ MS, WPM e B5) e cinco repetições
contendo sete explantes cada uma. A partir de sete
dias da inoculação dos explantes, foram avaliadas,
semanalmente, as variáveis percentual de explantes
sadios e de contaminação.
Já na primeira semana de cultivo in vitro, constatou-se
a ocorrência de contaminação dos explantes em todos
os meios de cultura, com percentuais variando de 28,5
a 40%. Nas semanas seguintes, as taxas de
contaminação foram crescentes, com percentuais
variando de 91 a 100% (Figura 1), culminando com
apenas 5,25% de explantes sobreviventes.
De acordo com Mroginski et al. (1996), um dos
problemas na micropropagação de erva-mate é a alta
taxa de contaminação por fungos e bactérias, além da
oxidação dos explantes na fase de estabelecimento. A
provável explicação para a dificuldade em se
estabelecer erva-mate in vitro é a existência de
microorganismos endofíticos associados a essa.
Trabalhos têm evidenciado a presença de fungos
endofíticos em partes aéreas de erva-mate (HÖRNER
et al., 2000 a; PENNA, 2000; AUER e GRIGOLETTI
JUNIOR, 2002; PIMENTEL et al., 2006). A presença
de bactérias endofíticas também já foi relatada em
sementes de erva-mate (PENNA, 2000).
Não houve diferença significativa entre as variáveis
para os diferentes meios de cultura. Resultado
semelhante foi obtido por Horbach (2008), que
constatou que o número de folhas e a altura de
plântulas de erva-mate cultivadas in vitro não diferiram
significativamente em função dos meios de cultura
testados.
Figura 1. Percentagem de contaminação e de explantes sadios de erva-mate (Ilex paraguariensis),
cultivados in vitro em quatro meios de cultura. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS, 2009.4 Estabelecimento in vitro de  erva-mate (ilex  paraguariensis st.  hil.)
Tem sido demonstrada a possibilidade de
micropropagação da erva-mate nos trabalhos de
Mroginski et al. (1997), Sansberro et al. (1997 a e b),
Sansberro et al. (1999) e Sansberro et al. (2001).
Entretanto, embora tenham tido sucesso no
estabelecimento in vitro da erva-mate, ainda não
obtiveram protocolo de multiplicação, mantendo os
explantes indefinidamente sob cultivo. Nos trabalhos
realizados no Brasil, tem-se enfrentado dificuldades
ainda no estabelecimento das culturas, em função das
altas taxas de contaminação dos explantes.
As respostas obtidas no presente trabalho constataram
comportamento semelhante da erva-mate
micropropagada, em relação a outros trabalhos
(SANTOS et al., 2005; DOMBROSKI et al., 2005;
ROSA et al., 2006 a, b; QUADROS et al., 2006; LIMA
et al., 2006).
A maioria dos trabalhos que envolvem
micropropagação de erva-mate tem indicado o meio de
cultura ¼ MS. No entanto, em função das altas taxas
de mortalidade verificadas, não houve influência de
nenhum dos meios de cultura utilizados no cultivo in
vitro da espécie.
Considerando-se os resultados obtidos com a
micropropagação de erva-mate até o presente
momento, evidencia-se a necessidade de
aperfeiçoamento desta técnica para a clonagem
massal de indivíduos adultos selecionados. Sugere-se a
continuidade de pesquisas que envolvam tratamentos
fitossanitários das plantas matrizes, bem como
diferentes agentes desinfestantes e suas
concentrações na assepsia dos explantes.
Observou-se que a manutenção dos explantes por
tempo superior a 30 dias, visando a multiplicação é,
até o momento, inviável. Neste sentido, a continuidade
dos trabalhos com micropropagação de erva-mate é
necessária, visto que essa técnica poderá representar
grande impacto na produção de mudas da espécie,
principalmente de material adulto, o qual é difícil de ser
propagado vegetativamente.
Conclusões
Não houve diferença significativa entre os meios de
cultura utilizados, no estabelecimento in vitro de erva-
mate.
Em razão das altas taxas de contaminação verificadas,
a porcentagem máxima de sobrevivência dos explantes
foi de 5,25%.
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